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RESUMO

ATONIALLLI, Renan. Efeito de ligantes de receptores semelhantes a Toll na resposta
imune induzidas por antigenos direcionados ao DEC205 e DCIR2. 2013. 63 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia da Relacdo Patogeno-Hospedeiro) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

As ceélulas dendriticas (DCs) sdo componentes do sistema imune capazes de ligar a
imunidade inata a imunidade adquirida. Tais células expressam receptores que
reconhecem padr6es moleculares associados a patogenos (PAMPs), sendo capazes de
capturar, processar e apresentar antigenos para os linfécitos. O contato com diferentes
PAMPs induz a maturacdo das DCs, processo que se caracteriza pela expressdo de
moléculas co-estimuladoras e secrecdo de citocinas. Este processo € critico para que as
DCs possam ativar de forma eficiente linfocitos T e B. Nos ultimos anos, uma estratégia
que direciona antigenos para as DCs in vivo vem sendo utilizada com sucesso em
modelos animais e testes clinicos visando o desenvolvimento de vacinas ja estdo sendo
realizados. Esta estratégia consiste no uso de anticorpos monoclonais contra receptores
endociticos (por exemplo, DEC205 ou DCIR2) presentes nas superficies de populacGes
distintas de DCs em fusdo com o antigeno de interesse. A administracdo de baixas doses
destes anticorpos quiméricos é capaz de ativar células T antigeno-especificas e induzir a
producdo de anticorpos contra o0 antigeno. No entanto, a ativacdo efetiva do sistema
imune ocorre principalmente quando os anticorpos quiméricos anti-DEC ou anti-DCIR2
sdo administrados na presenca de um estimulo de maturacdo para as DCs. Entre as
substancias capazes de ativar as DCs estdo ligantes de receptores semelhantes a Toll
(TLRs), que se associam aos TLRs presentes na superficie ou dentro da célula. No bago e
linfonodos de camundongos, as DCs podem ser divididas em diferentes populagdes pela
andlise de diversos marcadores expressos em sua superficie. Basicamente sdo encontradas
3 populagdes: DCs classicas CD8a'DEC205", DCs classicas CD8o” (que podem ou nio
expressar DCIR2) e DCs plasmocitoides. Diferentes combinagbes de TLRs sdo
expressos nas duas populacdes de DC classicas. A populagdo CD8a'DEC205" expressa
todos 0os TLRs exceto TLR5 e TLR7, enquanto a populagio CD8a’DCIR2" expressa
principalmente os TLRs 1, 5, 6 e 7. Outros receptores também sdo sensiveis a agonistas
de TLRs como 0 MDAD5, que é da familia das Helicases Semelhantes a RIG-1 (RLHSs) e o
NLCR4 que pertence a familia dos receptores semelhantes a NOD (NLR). Neste trabalho
nés avaliamos a contribuicdo dos ligantes de alguns TLRs na geracdo de uma resposta
imune especifica quando administrados conjuntamente com 0s anticorpos quimericos que
direcionam o antigeno para os receptores DEC205 ou DCIR2. Utilizamos poly I:C
(ligante dos receptores TLR3 e MDA5S), CpG ODN 1826 (ligante do receptor TLR9) e
flagelina de Salmonella typhimurium (ligante dos receptores TLR5 e NLCR4).
Imunizamos camundongos selvagens ou knockouts para os receptores TLR 3, 5 e 9 com
adjuvantes e anticorpos quiméricos anti-DEC205, anti-DCIR2 ou isotipo controle (1so)
em fusdo com a proteina MSP1;9 de Plasmodium vivax que contém em sua porcdo C-
terminal um epitopo pan alélico (PADRE, pan allelic DR epitope) reconhecido por
células T CD4* de camundongos de haplétipo H-2°. Apés a administracdo de duas doses,
avaliamos as repostas imunes humoral (titulos de anticorpos anti-MSP119) e celular
(producdo de citocinas pro-inflamatérias e proliferagdo de células T CD4" especificas)
nos diferentes grupos imunizados. Nossos resultados indicam que, seja qual for o
adjuvante usado, a maioria dos parametros analisados aponta para a superioridade do
direcionamento do antigeno para o receptor DEC205.

Palavras-chave: Células Dendriticas. TLRs, vacinas. DEC205. DCIR2.



ABSTRACT

ATONIALLI, Renan. Effect of Toll-like receptors ligands in the immune response
induced by antigens targeted to DEC205 and DCIR2. 2013. 63 p. Masters thesis (Biology
of the Host-Pathogen Interection ) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2013.

Dendritic cells (DCs) are components of the immune system capable of linking innate and
acquired immunity. Such cells express receptors that recognize pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs), and are able to capture, process and present antigens to
lymphocytes. Contact with different PAMPs induces DC maturation, a process that is
characterized by the expression of costimulatory molecules and cytokine secretion. This
process appears to be critical for DCs to efficiently activate T and B lymphocytes. In recent
years, a strategy that directs antigens to DCs in vivo has been successfully employed in animal
models, and clinical trials aimed at developing a vaccine are already underway. This strategy
consists in the use of monoclonal antibodies against endocytic receptors (such as DEC205 and
DCIR2, for example) present on the surface of distinct DC populations fused with the antigen
of interest. The administration of low doses of these chimeric antibodies is able to activate
antigen-specific T cells and also to induce antigen-specific antibody production. However,
effective immune activation occurs mainly when the chimeric antibodies anti-DEC or anti-
DCIR2 are administered in the presence of a DC maturation stimulus. Among the substances
capable of activating DCs are ligands of the Toll-like receptors (TLRs), which associate to
TLRs present in the surface or inside the cell. In the spleen and lymph nodes of mice, DCs
can be divided in different populations by the analysis of surface markers. Basically, DCs are
divided in three populations: classic DCs CD8a" DEC205", classic DCs CD8a (which can or
not express DCIR2) and plasmocytoid DCs. TLRs are expressed in different combinations on
the two populations of classic DCs. The CD8a"DEC205" DC population expresses all TLRs
except TLR5 and TLR7, while the CD8a’'DCIR2" population mainly expresses TLRs 1, 5, 6
and 7. Other receptors are also sensitive to TLR agonists, such as MDAS5, which belongs to
the Helicases RIG-1 (RLHs) family and the NLCR4 which belongs to the Nod-like receptor
family (NLRs). In this work we evaluated the contribution of some TLR ligands in the
generation of a specific immune response when administered together with chimeric
antibodies that target the DEC205 or DCIR2 receptors. We used poly I:C (a TLR3 and MDA5
ligand), CpG ODN 1826 (a TLR9 ligand) and flagellin from Salmonella typhimurium (a
TLR5 and NLRC4 ligand). We immunized wild type and knockout mice for TLR3, 5 and 9
with adjuvants and chimeric anti-DEC205, anti-DCIR2 or isotype control (Iso) fused to the
Plasmodium vivax MSP11 protein that contains a pan allelic DR epitope (PADRE) in its C-
terminal portion recognized by CD4" T cells from the H-2° haplotype. After the
administration of two doses, we evaluated the humoral (anti-MSP1;9 antibody titers) and
cellular (cytokine production and proliferation by CD4" T cells) immune responses in the
different groups. Our results indicate that, irrespectively of the adjuvant, the majority of
parameters analyzed points out to the superiority of antigen targeting to the DEC205 receptor.

Keywords: Dendritic Cells. TLRs. vaccines. DEC205. DCIR2.
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1 INTRODUGCAO

1.1 A maléaria e o desafio de se desenvolver uma vacina

A maléria possui sintomas bem caracteristicos como intensos calafrios, periodos de
febre que duram de 3 a 4 horas, ocorrendo em ciclos diarios ou em intervalos de 1 a 2 dias. A
incidéncia dessa doenca se da principalmente na zona tropical (figura 1), sendo que a maioria
dos casos é registrada no continente africano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2013). Cinco espécies de protozoarios do género Plasmodium foram descritas como
causadoras da malaria: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. A
infeccdo por P. knowlesi é mais rara em seres humanos, e dificil de diagnosticar. O primeiro
caso registrado foi em 2004 (DANESHVAR et al., 2013). J4 os P. ovale e P. malariae, sdo
responsaveis pelas formas mais brandas da doenca e possuem menor prevaléncia; P. vivax,
provoca a maioria das infecgbes e P. falciparum induz as formas mais severas da doenca e a
maioria das mortes por malaria. Cerca de 80% dessas mortes sdo registradas em apenas 14
paises da Africa, havendo uma alta correlagdo com os menores indices de desenvolvimento
econdmico do mundo. Além da maior exposicdo a infec¢des por maléria, essas populacdes
sofrem com a deficiéncia da assisténcia de salde publica, saneamento basico e quadros graves
de desnutricdo crbnica, tornando-as mais frageis frente a qualquer infeccdo, inclusive malaria.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que em 2010
ocorreram 219 milhdes de casos de malaria no mundo e que 0,30% resultou em morte. Além
disso, a partir de 2010, houve uma reducdo de 25% da mortalidade por essa doenca (OMS,
2013). Entretanto, a endemia da malaria causa graves problemas sociais, principalmente nas
zonas rurais. As sucessivas infecgcdes debilitam a faixa economicamente ativa da populacgéo,
além de influenciar nas taxas de frequéncia escolar. Criangas e gestantes sdo mais suscetiveis
a desenvolverem casos mais graves da doenga, sendo que diversos estudos demonstram
complicacdes pré e pos natais decorrentes de infeccdes gestacionais (PIOLA, 2013). Diante
disso, é imprescindivel o desenvolvimento de métodos profilaticos contra a malaria. Uma
abordagem bem sucedida ¢ a de controle do vetor artrépode do género Anopheles. O primeiro
pais a adotar esse método foi a Italia, na década de 20, resultando na erradicacdo da doenca na
regido norte do pais. Porém, essa pratica pode se tornar inviavel em alguns ecossistemas, ou

provocar graves danos ao ambiente.
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Paises Acometidos por Malaria
em 2012 de acordo com a OMS

Figura 1 - Regifes Endémicas da Malaria. A doenca acomete principalmente a faixa
tropical do globo terrestre. Um dos fatores que delimitam as regides de incidéncia é o habitat
de seu vetor, um artrépode do género Anopheles (adaptado de OMS, 2013).

Assim, uma alternativa interessante € a vacinacdo. Introduzida na ciéncia ocidental por
Edward Jenner durante o século XVIII, a vacinacdo € um dos métodos profilaticos mais
importantes para a salde publica, promovendo a erradicacdo de doencas como a variola.
Consiste em induzir uma reposta imune contra um agente etioldgico, tornando o individuo
resistente a futuras infeccGes. Apesar do crescimento exponencial da biotecnologia, o
desenvolvimento de vacinas ndo acompanhou 0 mesmo ritmo e muitas doencas, como a
malaria, ainda carecem de um produto eficaz e correspondente as necessidades sociais e
econdmicas das pessoas.

Diversos fatores dificultam esse objetivo. Diferentemente dos virus e bactérias, o
Plasmodium é um organismo eucarioto. Portanto, possui armazenado em seu DNA, uma
quantidade muito maior de informagdes, bem como um sofisticado sistema de regulacdo da
expressdo génica. 1sso permite que o protozodario tenha uma complexa variedade fenotipica a
cada fase do seu ciclo de vida, o que potencializa sua capacidade de evadir aos ataques do
sistema imunoldgico e de interagir com o hospedeiro vertebrado. Algumas particularidades do

seu ciclo de vida, esquematizado na figura 2, também sdo obstaculos para estratégias vacinais.
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Figura 2 - Ciclo de vida no hospedeiro humano. Quando o vetor anofelino realiza o repasto
sanguineo, deposita na pele a saliva contaminada com esporozoitos. Estes infectam o figado,
onde invadem os hepatdcitos e comecam sua reproducdo assexuada chamada de esquizogonia.
Em seguida sofrem multiplicacdo e diferenciacdo em merozoitos, que sdo liberados no sangue.
Estes invadem os eritrécitos, se multiplicam formando gametécitos ou novos merozoitos. Os
gametdcitos infectam um novo vetor, dando continuidade ao ciclo. Ja a liberacdo de
merozoitos se repete sucessivamente a cada dois ou trés dias.

A divisdo em duas fases, a primeira hepatica e a segunda sanguinea, ajuda o
Plasmodium a escapar do ataque do sistema imunoldgico. Ainda, a cada estagio dessas duas
fases, o protozoario muda constantemente de fen6tipo. Essas mudancas dificultam em termos
de tempo e eficicia o desenvolvimento de uma reposta imune contra ele. Além disso, ha uma
grande dificuldade em definir os correlatos de protecdo, ou seja, 0 que deve acontecer na
resposta imune para eliminar completamente o parasita e prevenir futuras infeccdes.

Muitas estratégias foram testadas nas Ultimas décadas para superar esses desafios. Uma
abordagem interessante é impedir a infeccdo desenvolvendo uma resposta contra o0s
esporozoitas ou parasitas na fase hepatica. Essas sdo as vacinas pré-eritrociticas.

As vacinas de DNA sdo uma alternativa, pois podem induzir respostas contra multiplas
subunidades de antigenos. Além disso, sdo eficazes em ativar linfocitos T CD8", importantes
na resposta imune contra parasitas intracelulares. Dessa forma o parasita poderia ser destruido
ja na fase inicial da doenca, com a morte do hepatdcitos infectados. Richie e colaboradores
estdo testando uma vacina heterdloga contra Plasmodium falciparum baseada na
administracdo de quatro doses de vacinas de DNA, seguidas de um reforco com adenovirus
transgénico, ambos contendo genes que expressam a proteina circumsporozoita (CSP) e o
antigeno 1 da membrana apical (AMAL1) (RICHIE et al., 2013). O teste clinico em fase |

apresentou uma imunidade esterilizante de apenas 27% dos voluntarios. Além disso, o alto
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custo, tanto da vacina de DNA quanto viral, e 0 numero de doses administradas inviabilizam
seu emprego na salde publica de paises pobres.

Outra vacina, ja em fase 1V de testes clinicos, € a RTS/S, formulada com epitopos da
CSP conjugados ao antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) administrados com
0 adjuvante ASO1. Ha relatos de 30 a 50% de protecdo e diminui¢do da carga parasitaria em
individuos previamente imunizados. Porém, esses resultados estdo longe de representarem
uma vacina ideal (AGRAWAL et al., 2003; RICHIE et al., 2010). Alem das vacinas contra a
fase pre-eritrocitica, existem também vacinas contra a fase sanguinea.

Teoricamente, estas vacinas contra 0s merozoitos ndo evitam a infeccdo, mas podem
induzir uma resposta capaz de eliminar completamente os parasitas da fase sanguinea, ou que
diminua consideravelmente a carga parasitaria. Reduziriamos assim o tempo de infeccéo,
atenuando os sintomas e, possivelmente, evitando que o doente infecte outro vetor anofelino,
0 que interromperia o ciclo de vida do Plasmodium. A principal barreira que essas vacinas
enfrentam € o alto nivel de polimorfismos apresentados pelos antigenos dos merozoitas.
Infelizmente, os testes clinicos obtiveram resultados negativos: apenas dois programas
chegaram até a fase 2b, os outros foram descontinuados ja nas primeiras etapas da fase 1 e 2
(RICHIE et al., 2010).

Porém, hd muito ainda o que se explorar. Um estudo usando baixas doses de hemacias
infectadas com Plasmodium atenuado, seguidas de tratamento com anti-malaricos induziu
imunidade esterilizante em trés de quatro individuos desafiados. Em seguida, a resposta
imune foi analisada. Esse método induziu a ativacdo de linfécitos T CD4" e T CD8"
produtores de IFN-y (POMBO et al., 2002). Roestenberg e colaboradores usaram uma
estratégia semelhante em dez voluntarios. Todos eles foram protegidos ao serem desafiados.
A fim de investigar a resposta induzida, os leucdcitos desses pacientes foram re-estimulados
in vitro com antigenos do protozoario. Foram detectados linfécitos T CD4" produtores de
IFN-y, TNFa e IL-2, sugerindo assim um possivel marcador de prote¢do imunoldgica
realizada por essas células. Essa descoberta da pistas de que tipo de resposta imunoldgica
devemos buscar desenvolver com uma vacina (ROESTENBERG et al., 2009).

Dentre alguns métodos recém desenvolvidos, o direcionamento de antigenos para
células dendriticas parece promissor. Estas células ocupam papel central na ativacdo dos
linfocitos T CD4" e CD8" e por isso podem ser cruciais no desenvolvimento de uma resposta

imune protetora contra a malaria.

1.2 Maléaria Causada por Plasmodium vivax
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Apesar de provocar menos complicagdes clinicas que o P. falciparum, o P. vivax é
responsavel por cerca de 400 milhGes de infeccBes por ano em todo o planeta. A grande
maioria dos casos de malaria registrados no Brasil é causada por P. vivax, muitos deles
assintométicos. Dados do ministério da Salde apontam que o numero de infeccBes e
internagdes vem caindo constantemente nos ultimos 6 anos, por conta da melhoria no sistema
publico de saude. Porém, gracas ao desenvolvimento de diagnésticos clinicos, estad sendo
possivel detectar diversas complicacdes relacionadas a essa espécie. Ja foram documentados
casos de trombocitopenia, malaria cerebral, insuficiéncia aguda renal, hepéatica e pulmonar,
além do rompimento de baco.

Estudos apontam o crescente desenvolvimento de resisténcia a alguns antimalaricos por
essa especie de protozoario. Isto pode se tornar um grave problema de sadde pablica no futuro,
e torna imperativa a constante busca por novos medicamentos. O desenvolvimento de uma
vacina capaz de tornar a populacdo imune a malaria seria a solucdo definitiva para o problema
(NETTO et al., 2010).

1.3 MSP1;9 de Plasmodium vivax: Um importante candidato vacinal

Responsavel por cerca de 85% dos casos de malaria no Brasil e 50% dos na Asia, 0
Plasmodium vivax causa uma forma relativamente mais branda da doenca. Porém, é
responsavel pela grande maioria de casos no mundo (OMS, 2013).

Uma proteina de superficie muito abundante nos merozoitos é a merozoite surface
protein 1 (MSP1). Esta proteina, ancorada a uma molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI),
é alvo da reposta humoral de pacientes infectados com Plasmodium vivax, pois exibe varios
epitopos imunogénicos. A grande quantidade de anticorpos contra MSP-1 observada em
pacientes assintomaticos e infectados por Plasmodium a torna um interessante candidato
vacinal (PATHAK et al., 2008). Porém, esta molécula faz parte de um grupo de proteinas de
superficie do Plasmodium vivax que mudam constantemente a cada fase do seu ciclo de vida.
Isso ocorre por uma complexa regulagdo da expressao de seus genes (HOLDER et al., 2009).

Além da expressdo diferenciada, algumas dessas proteinas sofrem agdo de proteases,
que as clivam sucessivamente, mudando constantemente os epitopos dos antigenos expostos
ao sistema imune. A MSP1 € processada por uma série de serino proteases (KNUEPFER et al.,
2009) (figura 3) resultando em quatro fragmentos: 83, 30, 38 e 42 kDa ligados a superficie do

parasita. Em seguida, o fragmento de 42 kDa passa por um novo processamento que forma
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mais dois fragmentos, um de 33 kDa e o de 19 kDa. Apenas o fragmento de 19 kDa
permanece ligado ao merozoito e é chamado de MSP1;5 (DEIGHTON et al., 1992; HOLDE et
al., 1994; STOCKINGER et al., 2001). Nao existem correlatos de protecdo referentes a
presenca de anticorpos especificos contra MSP1;9, mas sim a um estado assintomatico e com
uma grande supressdo da carga parasitaria no sangue. Diversos ensaios envolvendo
subunidades de MSP1 dos plasmadios yoelii e falciparum foram testados respectivamente em
camundongos e primatas. A grande maioria deles apontou atenuacdo dos sintomas ou
protecdo total nos ensaios de desafio (GUERRERO et al., 1992; MENDEZ et al., 2005;
TAKACS et al., 1992), o que motivou outros grupos de pesquisa a iniciarem testes em
humanos. Apesar dos resultados promissores me modelos murinos, os testes em humanos

fracassaram, apresentando apenas protecdes parciais (GELBAND et al., 2006).

Complexo MSP-1

Liberagdo do Merozoita Invasio aos Eritrocitos

PHEHEEEAEHEH it

Superficie do Esquizonte ~ Superficie do Merozoita ~ Estagio de Anel

Figura 3 - Proteina 1 de Superficie do Merozoita: A figura mostra as sucessivas clivagens
sofridas pela MSP1 até a formacdo da MSP1,,.

1.4 O epitopo DR pan alélico (“Pan allelic DR epitope”, PADRE)

Acoplamos o epitopo PADRE a fim de aumentar a imunogenicidade do antigeno
MSP114. Este epitopo sintético liga-se com alta afinidade na maioria das moléculas HLA-DR
0 que o torna um excelente candidato a componente vacinal. Além disso, se liga ao MHC I
murino (I-A”) expresso por camundongos da linhagem C57BL/6, servindo como modelo de

estudos. Essas caracteristicas o tornam capaz de auxiliar no desenvolvimento de potentes
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respostas de células T auxiliadoras tanto em humanos, quanto em camundongos dessa
linhagem (MAEWAL et al., 1994).

Outros estudos ja demonstraram a influéncia da fusdo do epitopo PADRE com a
proteina MSP119. Foi observado um importante aumento da resposta humoral quando

diferentes adjuvantes foram utilizados combinados a essa fusdo (ROSA et al., 2004).

1.5 Células dendriticas (DCs) como ativadoras da resposta imune

Encontradas principalmente na pele, mucosas e 6rgédos linfoides, as células dendriticas
sdo células apresentadoras de antigenos capazes de iniciar e regular a resposta imune
(STEINMAN; COHN, 1973). Elas tem papel fundamental ligando a imunidade inata a
adquirida. Essa funcdo se da gracas a um sofisticado mecanismo que reconhece moléculas ndo
proprias e sinais de “perigo”. Além disso, sua capacidade de migrar pelo organismo
possibilita que capturem antigenos em diversos 6rgdos, como epitélio e mucosas, e 0s levem
até os tecidos linfoides, onde ocorre a apresentacao destes para os linfocitos T (STEINMAN,
2008). Essa apresentacdo pode ocorrer basicamente em dois contextos: na presenca de sinais
de “perigo”, provocando a indugdo de imunidade ou na auséncia desses sinais, induzindo a
tolerancia imunoldgica.

Os sinais de perigo sdo marcadores que indicam se ha algum desequilibrio na
homeostase do organismo, ou que algum patégeno invadiu o sistema. Estes sinais sdo
captados por receptores da imunidade inata e desencadeiam um processo de maturacdo das
DCs. Este processo de maturacdo consiste em uma série de mudancas fenotipicas que estdo
ligadas ao aumento da capacidade de processar antigenos e ativar linfocitos T. Essas
mudancas incluem aumento da expressdo de complexos peptideo - MHC (INABA et al.,
2000), aumento da expressdo de CD48 e CD58 que favorecem a ligacdo a células T, além de
aumento de moléculas co-estimulatérias como CD80 e CD86 (INABA et al., 1994), producgédo
de quimiocinas (SALLUSTO et al., 1999), citocinas como IL-12 (EDWARDS et al., 2002) e
interferons do tipo | (DALOD et al., 2002).

As alteracBes descritas acima permitem que haja apresentacdo dos antigenos aos
linfocitos T CD4" ou T CD8", induzindo-os a desenvolverem uma resposta especifica. Esse
processo pode modular a atividade de células T auxiliadoras do tipo I e 11, a¢do citotoxica das
células T CD8", producdo de anticorpos por linfocitos B, memdria imunoldgica, ativagio de

células natural killers (NK), dentre outros.
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J& na auséncia desses sinais de perigo as DCs induzem tolerancia. Esta se da ativando
linfocitos T reguladores e também induzindo a proliferacdo de células T CD4" irresponsivas.
Dessa forma, as DCs participam do processo de tolerancia imunologica, prevenindo ataques
contra o proprio organismo (BONIFAZ et al., 2002; HAWIGER et al., 2001).

Por sua notavel importancia na ativacdo da resposta imune, diversos grupos vém
estudando as fungdes e fendtipos das DCs. O desenvolvimento de marcadores celulares
possibilitou a descricdo de diferentes subpopulacdes dessas células, bem como seus papéis na

maquinaria imunologica.

1.6 Subpopulagdes de DCs

As DCs podem ser subdivididas atraves da utilizacdo de diversos marcadores
(VILLADANGOS; YOUNG, 2008). Estes sdo normalmente receptores envolvidos no
reconhecimento de patdgenos (receptores semelhantes a Toll, por exemplo) ou na
apresentacdo de antigenos (revisto por STEINMAN, 2008). Podemos dividir basicamente as
DCs em 3 subpopulagdes: DCs classicas CD8a", DCs classicas CD8a e as células dendriticas
plasmocitoides. Este trabalho tem como foco as subpopulacbes de DCs classicas, ou
convencionais, que sdo encontradas principalmente no bago de camundongos.

A subpopulagdo positiva para 0 marcador CD8a expressa o receptor endocitico
DEC205 (também conhecido como CD205) sendo conhecida como subpopulacéo
CD8a'DEC205". Este receptor endocitico de 205 kDa é caracterizado por seus Vvarios
dominios como os ricos em cisteinas, os semelhantes ao tipo C de lectinas e o de fibronectina
tipo Il. Possuem também uma sequéncia de internalizacdo em sua porcdo citoplasmatica
(JIANG et al., 1995; MAHNKE et al., 2000). Além de nas DCs, esse receptor é encontrado
também em linfocitos B, T e em células epiteliais do timo. Sua funcdo ndo esta
completamente elucidada mas sabe-se que possui capacidade de ligagdo a certos carboidratos,
capacidade endocitica e que é reciclado nos compartimentos endossomais e lisossomais
tardios (BOEHMER et al., 2005; STEINMAN et al., 2002). Recentemente, pesquisadores
propuseram que a endocitose do CpG ODN do tipo B ¢ feita pelo DEC205 utilizando
camundongos deficientes para este receptor (CAMINSCHI et al., 2012).

As DCs CD8a*DEC205* sdo especializadas na captura de células mortas e tem
importante papel na resisténcia contra certas infeccoes virais (ALLAN et al.,, 2003; DEN
HAAN et al,, 2000; IYODA et al,, 2002). Alguns pesquisadores sugerem que essas células

também sao especializadas em apresentacdo cruzada, que consiste em apresentar
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antigenos ndo replicativos para células T CD8* através do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) do tipo I (DEN HAAN et al, 2000; DEN HAAN;
BEVAN, 2002; IYODA et al., 2002; POOLEY et al., 2001; SCHINECKER et al., 2002;
SCHONRRER et al.,, 2006). De fato, recentemente foi demonstrado que a subpopulacao
CD8a*DEC205* é capaz de mediar o processo de apresentacdo cruzada de maneira
eficiente, além de também fazer apresentacdo para células T CD4* (DUDZIAK et al,
2007).

As DCs CD8a expressam em sua superficie o receptor endocitico DCIR2.
Semelhantemente ao DEC205, o DCIR2 é também um receptor lectina tipo C, porém do tipo
I1. Além disso, difere do DEC205 por conter apenas um dominio de ligacdo a carboidratos
(FIGDOR et al., 2002). A subpopulagio de DC CD8u'DCIR2" ¢é descrita por sua alta
eficiéncia em processar e apresentar antigenos via MHCII, ativando assim linfocitos T CD4"
(VILLADANGOS; SCHNORRER, 2007).

1.7 Direcionando antigenos para os receptores DEC205 e DCIR2 in vivo

A conjugacdo de antigenos a anticorpos contra receptores endociticos vem sendo
amplamente estudada como abordagem vacinal. Receptores como Clec9A, DCIR2, DC-
SIGN, DEC205 e CD209 estdo sendo conjugados a diversos candidatos vacinais que
envolvem proteinas derivadas de diferentes patdgenos como Leishmania major, Plasmodium
falciparum, Yersinia pestis e o virus da imunodeficiéncia adquirida, e administrados na
presenca de diferentes adjuvantes. A literatura cientifica mostra que os receptores DEC205 e
DCIR2 sdo candidatos interessantes para o desenvolvimento de estratégias vacinais.

O direcionamento de antigenos para células dendriticas utilizando o anticorpo anti-
DEC205 foi inicialmente descrito por Bonifaz et al. (2002) e Hawiger et al. (2001). Nesses
estudos iniciais, o anticorpo anti-DEC foi conjugado ou fundido diretamente a antigenos
como a ovalbumina (OVA) e lisozima de ovo de galinha (HEL). A administracdo desses
anticorpos quiméricos (anti-DEC-OVA e anti-DEC-HEL) foi capaz de direcionar os antigenos
a subpopulagio de DCs CD8u'DEC205" in vivo. O antigeno foi entdo eficientemente
processado e apresentado tanto a células T CD4" quanto CD8" transgénicas. Na auséncia de
inflamacdo, esse tipo de direcionamento de antigenos resultou na inducdo de tolerancia
periférica, medida pela delecdo de células T transgénicas especificas para o antigeno

utilizado.
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Entretanto, o direcionamento de antigenos na presenca de um estimulo de maturacgéo,
como a administragcdo de anticorpo agonista anti-CD40, que induz a maturacdo das DCs,
promoveu a ativacio prolongada de células T CD4" e CD8'. Além disso, a imunidade
induzida pelo direcionamento do antigeno as DCs foi de longa duracéo e mais efetiva do que
a administracdo de potentes adjuvantes como adjuvante completo de Freund.

Camundongos vacinados com o anticorpo anti-DEC-OVA na presenca do anticorpo
agonista anti-CD40 se tornaram resistentes a infeccdo com um virus vaccinia transgénico
expressando OVA (BONIFAZ et al., 2004). E a imunizacdo de animais com 0 mesmo
anticorpo promoveu a ativacio de células T CD4" de memdria, que sdo importantes para a
ativacdo de linfocitos B antigenos especificos (BOSCARDIN et al., 2006).

Os estudos citados acima abriram a possibilidade de se utilizar anticorpos quiméricos
anti receptores endociticos como DEC205 e DCIR2 conjugados a antigenos clinicamente
relevantes para a inducdo de imunidade protetora contra diferentes doencas prevalentes.
Boscardin et al. (2006) utilizaram o anticorpo anti-DEC205 em fusdo com a proteina
circumsporozoita (CS) expressa pelas formas esporozoitas do Plasmodium yoelii.

A administracdo de uma unica dose do anticorpo quimérico anti-DEC-CS na presenca
de um estimulo de maturacdo para as DCs foi capaz de induzir células T CD4" e CD8"
produtoras de IFN-y, em diferentes linhagens de camundongos. Além disso, a inducdo de
resposta imune humoral também foi observada ap6s a administracdo de uma dose de reforgo
do anticorpo, na auséncia de qualquer outro adjuvante. O anticorpo anti-DEC205 também ja
foi acoplado a proteina GAG do virus HIV e a imunizacdo com o anticorpo quimérico anti-
DEC-GAG foi capaz de levar a inducdo de uma resposta imune mediada principalmente por
células T CD4" produtoras de IFN-y. Além disso, protecio foi observada nos animais
imunizados com o anticorpo anti-DEC-GAG quando estes foram desafiados com um virus
vaccinia transgénico expressando a proteina GAG (TRUMPFHELLER et al., 2006;
TRUMPFHELLER et al., 2008). A eficacia da imunizacdo com DNA também pode ser
aumentada quando se utilizou um plasmideo codificando para o anticorpo anti-DEC205 em
fusdo com a proteina GAG (NCHINDA et al., 2008). E interessante ressaltar que as
publicacGes citadas acima utilizaram concentragdes relativamente baixas dos anticorpos
quimeéricos (5-10 ug/camundongo) e foram capazes de gerar respostas imunes tao potentes ou
superiores aquelas geradas por imunizacgdes padrdo (BOSCARDIN et al., 2006; SEADER et
al., 2010).

A dualidade da resposta frente ao direcionamento de antigenos, ou seja, indugdo de

tolerancia ou reposta contra o antigeno, levou alguns grupos a direcionarem tanto o antigeno
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quanto o estimulador de maturacdo das DCs. Algumas abordagens tentam investigar solucoes
para garantir uma resposta totalmente imunizante. Um exemplo disso € a construgdo de
plasmideos recombinantes expressando a toxina tetanica, aCD40 agonista ¢ aDEC205
(ALEXANDER et al., 2013). Ja outro estudo desenvolveu um complexo proteina/DNA, onde
foram acoplados CpG ODN, aDEC205 e o antigeno OVA. Neste houve um significativo
aumento da reposta celular quando comparada com aquela desenvolvida pela formulagédo de
aDEC205-OVA acrescida de CpG (DIEBOLD et al., 2012). Esses trabalhos obtiveram éxito
em melhorar a qualidade da reposta imunoldgica, 0 que mostra a complexidade do modelo de
direcionamento in vivo.

Soares e colaboradores compararam o direcionamento da proteina LACK presente em
Leishmana major para os receptores endociticos DEC205 e DCIR2. Este estudo demostrou
que ambas as subpopulagbes sio capazes de induzir uma resposta de linfocitos T CD4",
porém o direcionamento para DCIR2 por meio do anticorpo 33D1, ligante de DCIRZ2,
provocou uma resposta T auxiliadora superior (SOARES et al., 2008).

Além de experimentos in vivo utilizando camundongos, o anticorpo anti-DEC205
humano também foi utilizado com sucesso para direcionar antigenos para as DCs. Bozzacco
et al (2007) mostraram ativacdo de linfocitos T CD8" e producdo de IFN-y quando o
anticorpo anti-DEC205 humano em fusdo com a proteina GAG do virus HIV foi incubado
com DCs provenientes de pacientes aidéticos e depois re-estimulado com as células T destes
mesmos pacientes. Gurer et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes quando utilizaram
um anticorpo anti-DEC humano em fusdo com o antigeno EBNA-1 do virus Esptein-Barr.

O antigeno NY-ESO-1 é amplamente expresso em diversos tipos de tumores. Um grupo
avaliou o perfil de resposta imunolégica provocado pelo direcionamento ao receptor DEC205
in vitro. Neste trabalho foi constatada a capacidade de desenvolver uma ativacao de linfdcitos
T CD4" e CD8" especificos (GNJATIC et al., 2011). Esses resultados se mostraram t&o
promissores que testes clinicos ja comecaram a ser feitos empregando o adjuvante poly ICLC.
No momento estdo recrutando pacientes voluntarios com diagnéstico de tumores sélidos

positivos para esse antigeno (NCT01188096 www.clinicaltrials.gov).

1.8 Receptores de Semelhantes a Toll (TLRs) e seus ligantes

Como mencionamos anteriormente, as DCs identificam a presenca de patégenos e
outros sinais de “perigo” através de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), que

reconhecem padrdes moleculares expressos por varios microorganismos além de estimulos
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enddgenos. Os TLRs sdo atualmente os PRRs mais bem caracterizados. A tabela 1 mostra
diversos agonistas de TLRs j& descritos. A ativacdo dos TLRs € imprescindivel para as
funcbes das DCs, especialmente em processos como endocitose, rearranjo de citoesqueleto,
migracdo, processamento e apresentacdo de antigenos, expressdo de moléculas co-

estimulatorias e secrecdo de citocinas.

Tabela 1 - TLRs e seus Agonistas. A tabela mostra agonistas naturais e sintéticos de TLRs.

TLRs Bacterianos Virais Fangicos/ | Parasitarios Endogenos Sintéticos
vegetais
TLR1+2 | Lipoproteinas, Hemaglutinina, Fimozan, Glicosil- Heat shock Lipoproteina
TLR2+6 | Lipopeptideo, Glicoproteina B B-glicano fosfatidil-inositol | proteins (HEF) sintética
Peptideoglicana, de {Trypanosoma) {(Pam3Cys)
Acido lipoteidico, citornegal ovitus
Alguns LPS humano.
TLR3 RNA gendmico Paly (L. C)
dupla fitae
intermedidtios
TLER4 LP3, HZF Proteina F de Tazol HSPa0, HIF70,
virus sincicia Fibrinogénio,
respiratdno, Fibronecting,
Envelope de Oligossacariden
virus do tumor Ar Walurinico,
marnario de Tectina,
camundongo. Acidotrico.
TLRS Flagelina
TLR?7 EMA dupla fita RMNA de Foly U-EMNA
TLRE gendmico vertebrado Poly GU-RNA&
Andlogos de
guanosing,
siRPA
TLR9 DMA genfimico DNA gendmico Hermozoina Complexo CpG-0ODHN
DHMA plasmidial {hemacias IgGicromatina {tipos & Be)
parasitada) Complexo de non-CpG-0ODN
DNA de lipideo hemozoina
parasitas? catifim co/DH A sintética
de vertebrado
TLR10 Indefinido Indefim do Indefinido Indefinido Indefimdo Indefim do
TLER11 Bactérnias
uropatogénicas

Até o momento, 13 membros desta familia foram identificados (TLRs 1 a 13). Os
TLRs 1 a 9 sdo conservados em humanos e camundongos, 0 TLR 10 é expresso somente em
humanos e o TLR11 ¢é funcional em camundongos (WEST et al., 2006). Ainda que muita
informac&o esteja disponivel em relacdo as atividades funcionais dos TLRs 1 a 9 e 11, ainda
pouco se conhece sobre a fisiologia dos TLRs 10, 12 e 13 . Os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 11 sdo
expressos na superficie das células e podem ser ativados por moléculas geralmente
localizadas na superficie de bactérias, fungos ou protozoarios. Ja os TLRs 3, 7, 8 e 9 estdo
localizados no reticulo endoplasmatico e reconhecem acidos nucléicos microbianos (KAWAI;
AKIRA, 2007). A subpopulagio de DCs convencionais CD8o" DEC205" parece expressar
todos os TLRs & excecdo dos TLRs 5 e 7. De fato, estas celulas s&o irresponsivas as

imidazoquinolinas (ligantes de TLR7), porém a acédo da flagelina (ligante de TLR5) ndo foi
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avaliada (EDWARDS et al., 2003). Segundo dados ndo publicados obtidos pelo grupo de
pesquisa de Michel Nussenzweig, utilizando a técnica de microarray, a populacdo de DCs
CD8a'DCIR2" expressa quantidades superiores de TLR5 e 7 quando comparada com a
subpopulacio CD8c.' DEC205".

A figura 4 mostra que ap6s a interagdo com seus agonistas, 0os TLRs iniciam uma
série de cascatas de sinalizacdo que levam a ativacdo de fatores de transcricdo especificos
como NF-kB (nuclear factor kB) e AP-1 (activator protein-1). Estes fatores agem sobre genes
especificos, que codificam proteinas importantes para a maturagdo das DCs o0 que pode levar a
estimulacéo de linfocitos T e B. Todos os membros da familia dos TLRs, a excecéo do TLR3,
induzem a ativacdo dos fatores NF-kB e AP-1 por meio do recrutamento do adaptador
MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88). Diferentemente, o TLR3 sinaliza
via um adaptador conhecido como TRIF (TIR domain containing adaptor-inducing IFN-beta,
Kaisho; Akira, 2006). Enquanto NF-kB e AP-1 s&o ativados pela sinalizagdo de todos os
TLRs, somente alguns deles sdo também capazes de induzir a ativacdo dos IRF (interferon
regulatory factor) 3 e 7, que regulam a expressao de interferons do tipo | (TAKEDA; AKIRA,
2004). A inducédo de interferons do tipo | é dependente de TRIF para o0 TLR3 e de MyD88
para os TLRs 2, 7, 8 e 9 (BARBALAT et al., 2009; STETSON; MEDZHITQOV, 2006; YANG
et al., 2005). A tabela 1 mostra os diferentes TLRs e seus respectivos ligantes naturais e
sintéticos. Como diferentes populacdes de DCs expressam varios desses TLRs, seus ligantes
vem sendo testados como adjuvantes em protocolos de imuniza¢do com o objetivo de induzir
maturacdo das DCs e consequente ativacdo do sistema imune. Neste projeto, utilizamos 0s
seguintes ligantes de TLRs: poly(l:C), flagelina de Salmonella typhimurium e CpG ODN
1826.
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Figura 4 - Vias de Sinalizacao dos TLRs 3, 5 e 9. A figura mostra as vias de sinalizacdo dos receptores do tipo
Toll. Cada uma das vias culminam em respostas ativadoras do sistema imune, como a inflamacéo, estimulacéo
de células T e principalmente a maturacdo de células dendriticas.

A descoberta de que RNA dupla fita (dSRNA) ligava-se ao TLR3 foi feita por
Alexopoulou et al. (2001). O dsRNA pode ser constituinte do genoma viral ou pode ser
produto intermediério durante o ciclo de replicagdo de alguns virus (Jacobs e Langland,
1996). A figura 5 mostra que além do TLR3, dsRNA também € reconhecido por outros
receptores citoplasmaticos como proteinas quinases R, 2’-5’oligoadenilto sintases, por
helicases de RNA como RIG-1 (retinoic acid inducile gene-1) e MDA-5 (melanoma
differentiation-associated gene 5) (BOWIE, 2008). A localizacdo celular e as especificidades

de ligantes diferem entre TLR3 e helicases de RNA RIG-1/MDA-5. Porém, a sinaliza¢éo por
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estes receptores converge para a producgéo de interferons do tipo I resultando na eliminagéo
dos virus (KAWAI; AKIRA, 2006).

sensores de dsRNA
T 1

dsRNA longo dsRNA curto

ﬁ Nicleo

Figura 5 - Receptores de dsRNA. Afigura mostra os receptores extra e intracelulares de dsSRNA. TLR3 é um
ligante extracelular, enquanto MDA5 e RIG-1 ligam-se em dsRNA presentes no citoplasma. MDA5 tem
especificidade para cadeias longas, enquanto RIG-1 para cadeias curtas.

O é&cido poliriboinosinico:poliribocitidilico (poly (I1:C)) é um analogo sintético do
dsRNA e tem sido estudado como ligante para mimetizar infec¢des virais (MATSUMOTO;
SEYA, 2008). O poly (I:C) pode produzir alguns efeitos colaterais in vivo (ROBINSON et al.,
1976) quando utilizado em altas doses. Portanto, uma versao menos toxica denominada poly
(I:C12U) foi desenvolvida para uso em seres humanos. Algumas diferencas foram descritas
entre ambos no que diz respeito a ativagdo de DCs (AVRIL et al., 2009). Foi constatado que a
sinalizagdo através do poly (1:C12U) ativa somente o TLR3 enquanto que o poly (I:C) ativa
tanto TLR3 quanto a helicase MDA5 (TRUMPFHELLER et al., 2008). Foram obtidos
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resultados promissores quando administraram o poly (1:C) como adjuvante com os anticorpos
quiméricos (NCHINDA et al., 2008).

A imunizacdo de diferentes linhagens de camundongos com uma dose do anticorpo
quimérico anti-DEC-GAG na presenca de anti-CD40+poly (1:C) foi capaz de induzir potente
resposta de células T CD4" produtoras de IFN-y e IL-2 contra diferentes peptideos presentes
na proteina GAG. Esta Unica dose conferiu prote¢do quando os animais foram desafiados com
um virus vaccinia codificando para a proteina GAG (TRUMPFHELLER et al., 2006). Estes
estudos foram aprofundados e duas doses do anticorpo anti-DEC-GAG na presenca somente
de poly (I:C) foram administradas. Os resultados mostraram a indugdo uma resposta de
linfocitos T CD4" polifuncional (com producédo simultinea de IL-2, IFN-y e TNFa) bastante
duradoura e também protetora (TRUMPFHELLER et al., 2008). Além disso, os linfocitos T
CD4" induzidos pela vacinagio com o anticorpo anti-DEC-GAG+poly (1:C) foram capazes de
melhorar a resposta de células T CD8" induzida por uma vacina de DNA (Nchinda et al.,
2008). Uma resposta imune mediada por células T CD4" e T CD8" também foi obtida quando
uma dose do anticorpo anti-DEC-CS (proteina circumsporozoita de Plasmodium yoelii) foi
administrada na presenca de anti-CD40+poly (I:C). Foram detectados altos titulos de
anticorpos anti-CS no soro dos animais imunizados apds a administracdo de uma dose de
reforco (BOSCARDIN et al., 2006). Observou-se a inducdo de fortes respostas imunes tanto
humoral quanto celular do tipo Thl quando um analogo do poly (I:C) foi utilizado em
conjunto com capsomeros do virus HPV (“human papiloma virus”) em macacos rhesus
(STAHL-HENNIG et al., 2009). Outro estudo, envolvendo primatas ndo humanos,
demonstrou a ativagdo de uma resposta Thl frente ao direcionamento do antigeno CS para o
receptor DEC205 junto ao poly (I:C) (TEWARI et al., 2010). Diferentes arranjos de TLRs sdo
expressos nas subpopulagbes de DCs, portanto, é de grande importancia investigar quais 0s
efeitos de outros agonistas no modelo de direcionamento de antigenos.

A flagelina é uma proteina de 50 kDa que constitui o flagelo de bactérias de diferentes
espécies. Ela é detectada no meio extracelular através do TLR5 (HAYASHI et al., 2001)
enguanto que seu reconhecimento citoplasmatico se da por meio de Ipaf (FRANCHI et al.,
2006). Sua ligagdo ao TLR5 induz a producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNFa, IL-
6 e IL-12 aléem de promover a expressao de proteinas de superficie celular envolvidas na
apresentacdo de antigenos como MHC, CD40, CD80 e CD86 (CIACCI-WOOLWINE et al.,
1998; DIDIERLAURENT et al., 2004; SMITH et al., 2003). J& se demonstrou que a flagelina
induz maturacdo e produgdo de quimiocinas por DCs humanas (MEANS et al., 2003)
resultando na estimulacdo de respostas do tipo Thl (AGRAWAL et al., 2003). Além disso,
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varios grupos tém utilizado diferentes flagelinas como adjuvantes em ensaios de imunizagdo
in vivo. A administracdo de flagelina juntamente com o antigeno F1 de Yersinia pestis induziu
potente resposta humoral e foi capaz de proteger camundongos contra um desafio com este
patdgeno (HONKO et al., 2006).

A flagelina também ja foi fundida a proteinas dos virus Influenza (HULEATT et al.,
2008) e West Nile (McDONALD et al., 2007) induzindo potente resposta de anticorpos e
protecdo contra desafio. As proteinas MSP1;9 de Plasmodium vivax e de Plasmodium
falciparum foram fundidas a uma flagelina de Salmonella typhimurium e utilizadas em
protocolos de imunizagdo. Os resultados mostraram que a adi¢do da flagelina foi capaz de
induzir potente resposta de anticorpos contra a MSP1;9 de ambas as espécies (BARGIERI et
al., 2010; BARGIERI et al., 2008). Além disso, quando a flagelina de S. enterica foi fundida a
um epitopo para células T CD8" derivado da proteina CS de P. yoelii, linfocitos T CD8"
foram detectados (BRAGA et al., 2010). O efeito da flagelina nas diferentes subpopulagdes de
DCs ainda néo foi totalmente elucidado. No entanto, parece que a estimulacdo direta de DCs
CD11c" expressando o TLR5 é necessaria para sua atividade adjuvante (BATES et al., 2009).

Os CpG oligodeoxinucleotideos (CpG ODNs) contém dominios ndo metilados e
ligam-se ao receptor TLR9. Essas moléculas sintéticas, analogas as encontradas em bactérias
e alguns virus, vém sendo empregadas como adjuvantes em formula¢Ges vacinais contra
diversas doencas infecciosas e tratamento contra o cancer. Alguns trabalhos evidenciam o
papel do CpG na ativacdo de DCs e até na inibicdo de sua apoptose, aumentando sua
sobrevivéncia in vitro (SIN et al., 2004). Além das DCs, esse agonista de TLR9 provoca a
proliferacdo de linfdcitos B, aumenta a atividade citotoxica, induz a produgdo de I1L-12 por
macrdfagos e IFN-y por células natural killers (NK) (EBNER et al., 1999; WAGNER et al.,
1998; WAGNER et al., 2000). A administracdo de CpG ODNSs induz resposta do tipo Thl e
producdo de citocinas pré-inflamatorias, além do aumento do titulos de anticorpos,
especialmente de imunoglobulinas G 2a (IgG2a) (HARDING et al., 1997; KLINMAN et al.,
2009; KRIEG et al., 1998). Em seres humanos, CpG ODNSs ja foram utilizados em varios
ensaios clinicos como adjuvantes em vacinas contra hepatite B (HALPERIN et al., 2003),
gripe (KLINMAN et al.,, 2000) e malaria (ELLIS et al., 2009). Os resultados descritos
indicam que a inclusdo de CpG ODNs nas formulagdes vacinais melhorou diversos
parametros da resposta imune e eles constituem o adjuvante da Unica vacina licenciada contra
o0 antrax (KLINMAN et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal do presente projeto € investigar a influéncia da sinalizacao pelos TLRs 3,
5 e 9 na ativagcdo de uma resposta imune especifica contra a proteina MSP119 de P. vivax
quando ela é direcionada para as subpopula¢ées DEC205+CD8+ ou DCIR2+ CD8- de DCs

2.2 Objetivos especificos

- Purificacdo do anticorpo quimérico anti-DEC-MSP119 , anti-33D1-MSP119 e de seu isotipo
controle (Iso-MSP119) a partir do sobrenadante de culturas de células HEK293T
transientemente transfectadas com os plasmideos codificando para as cadeias pesada e leve

destes anticorpos;

- Imunizacdo de camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes para TLR3, TLR5 e TLR9
com duas doses dos anticorpos quiméricos na presenca de seus respectivos ligantes
(poly(1:C), flagelina ou CpG ODNS);

- Analise da resposta imune celular contra a MSP119 recombinante induzida nos animais
selvagens e deficientes para TLR3, TLR5 e TLR9;

- Andlise da resposta imune humoral contra a proteina MSP119 recombinante nos diferentes

grupos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais utilizados

Camundongos C57BL/6 de ambos os sexos e com idades entre 5-12 semanas foram
obtidos do Biotério de Camundongos Isogénicos do Departamento de Parasitologia do
ICB/USP. Os animais foram mantidos em condicdes livres de patdgenos durante o curso dos
estudos. Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pelo comité de ética de

experimentacao animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (protocolo nimero 082).

3.2 Plasmideos e Proteinas Recombinantes

O desenvolvimento e obtencdo de todos os plasmideos utilizados para a expressdo das
proteinas MSP1,9 PADRE, MSP1,9, aDEC-MSP1,9 PADRE, 33D1-MSP1,9 PADRE e Iso-
MSP1;9 PADRE estdo descritos na dissertagdo de mestrado (ICARO, 2010), bem como a

expressao e purificacdo das proteinas heterélogas.

3.3 Producao de anticorpos por transfeccao de células HEK293T

Foram utilizadas placas de 150 mm semeadas com 7,5x10° células HEK293T
(gentilmente cedidas pelo Dr. Armando Morais Ventura, Departamento de Microbiologia,
ICB, USP) em meio DMEM, acrescido de 2 mM L-glutamina, 10 U/mL antibidtico-
antimicético, 1 mM piruvato de sodio e 5% de soro fetal bovino com baixa concentracdo de
IgG (Invitrogen). Apds dois dias em cultura (quando a confluéncia estava em torno de 70%),
0 meio das placas foi substituido por meio DMEM contendo os aditivos acima, sendo o soro
fetal bovino substituido por 1% de nutridoma (Roche). Em seguida, as células foram
transfectadas utilizando-se 10 pg de cada um dos plasmideos que codificam para as cadeias
leve e pesada dos anticorpos anti-DEC205, 33D1 ou Iso em fusdo com a proteina
MSP1;95 PADRE na presenca de polietilenimina (0,45 mg/mL, Sigma). Brevemente, os 10 pg
de cada plasmideo foram dissolvidos em 1 mL de uma solucdo de 150 mM de NaCl. Apds
curta agitacdo, 100 pL de uma solugéo de polietilenimina 0,45 mg/mL foram adicionados e a

mistura foi submetida a agitacdo por 10 segundos, seguida de incubac¢do por 10 minutos a
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temperatura ambiente. O volume final de 1,1 mL foi entdo adicionado a cada placa utilizando-
se uma pipeta de ImL. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% CO;, por 7 dias.

3.4 Precipitacédo e purificacédo dos anticorpos hibridos

Passados os 7 dias de incubacdo, os sobrenadantes das culturas celulares foram
coletados e centrifugados a 7.500 X g por 20 minutos para precipitacdo de debris celulares. As
proteinas presentes foram entdo precipitadas adicionando-se (NH;).SO,4 numa relacdo volume
dos sobrenadantes: massa de 60% (ou seja, 1 L de sobrenadante para 600 xg de sulfato de
amonio). Os sobrenadantes foram entdo incubados sob lenta agitagcdo a 4 °C por 16-20 horas.
Seguiram-se entdo mais duas centrifugacdes a 10.000 xg por 45 minutos para coletar as
proteinas precipitadas.

Os precipitados foram ressuspendidos em PBS (50 mL para cada 1 L de cultura
inicial) e centrifugados novamente nas mesmas condigdes anteriores para remocdo de
qualquer particula ndo dissolvida. O sobrenadante desta segunda centrifugacdo foi entdo
colocado em membranas de dialise (Pierce) e dialisado contra 2 L de PBS gelado (para cada
50 mL de sobrenadante) por 16-20 horas. O volume removido da membrana de diélise foi
incubado com esferas de proteina G (Amersham) na propor¢do de 1 mL de esferas para 50
mL de sobrenadante, sob rotacdo, a 4 °C por 16-20 horas. A suspenséo foi entéo centrifugada
a 800 xg por 5 minutos e as esferas contendo os anticorpos foram adicionadas a colunas de
cromatografia (BioRad). Apos duas lavagens contendo 5 ml de PBS gelado, a eluicdo foi
realizada em aliquotas de 500 pL utilizando-se tampdo glicina 0,1 M, pH 3,0. Para evitar a
degradacdo dos anticorpos devido ao pH acido, acrescentou-se a cada aliquota 50 pl de
tampdo Tris-HCI 1 M, pH 8,0. A concentracdo de anticorpos em cada aliquota foi entdo
estimada pelo método de Bradford e as aliquotas mais concentradas foram agrupadas e

novamente dialisadas contra PBS gelado.

3.5 Ensaio para deteccdo de LPS

Para dosagem de LPS nas amostras contendo os anticorpos hibridos, utilizou-se o kit
QCL-1000 (Lonza). Brevemente, 5 pg de cada anticorpo quimérico foram diluidos em um
volume final de 50 puL de agua livre de pirdgeno. Em seguida, cada amostra foi incubada a 37
°C. Apos estabiliza¢ao da temperatura, foram adicionados 50 pL de lisado de amebocitos de

limulus. Apos incubacao a 37 °C por 10 minutos, foram adicionados 100 pL. de uma solugao
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cromagena, seguindo incubacdo por mais 6 minutos. A reagdo foi interrompida adicionando-
se 50 puL de acido acético a 25%. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 405 nM. Uma curva contendo concentrac6es conhecidas de LPS (1,
0.5, 0.25 e 0.125 EU/mL) foi utilizada para auxiliar na quantificacdo de LPS nas amostras

testadas.
3.6 Ensaios de imunizacdo com os anticorpos monoclonais hibridos

Grupos de 5-6 animais foram imunizados com 5 ug de cada anticorpo monoclonal
hibrido combinados a diferentes adjuvantes. O protocolo de imunizacdo foi realizado com a
administracdo intraperitoneal de duas doses de cada anticorpo quimérico. Os adjuvantes e as
doses foram: poly (I:C) InvivoGen®(50 pg/animal), CpG ODN 1826 InvivoGen® (25
pg/animal), ou flagelina de Salmonella typhimurium (FliC) (5 pg/animal) produzida e
gentilmente cedida pelo laboratério do professor Luis Carlos de Souza Ferreira
(Departamento de Microbiologia, 1CB, USP), administrados com 30 dias de intervalo entre
cada dose. A analise da resposta imune celular ocorreu entre 45-60 dias apds a administracédo
da segunda dose. Para analise da resposta imune humoral, os animais foram sangrados 5 dias
antes e 14 dias apds a administracdo da segunda dose.

3.7 Ensaio de ELISA

O ensaio de ELISA para a deteccdo dos anticorpos presentes no soro dos animais

imunizados foi realizado da seguinte maneira:
3.7.1 Preparo dos Soros

Foi coletado sangue dos camundongos 5 dias antes ou 14 dias apds a administracao da
segunda dose. ApoOs duas horas de incubacdo a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados a 10.000 xg por 5 minutos a temperatura ambiente. Os soros foram entdo

separados e armazenados em tubos eppendorf de 1,5 mL a -20 °C.

3.7.2 Sensibilizacéo das Placas
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Foram utilizadas placas de ELISA (“High binding”, Costar). A cada pog¢o foram
adicionados 100 ng da proteina MSP1;9 de P. vivax diluida em PBS 1X. As placas foram
entdo deixadas a temperatura ambiente por 16-18 horas e posteriormente lavadas trés vezes
com a solucédo de PBS-Tween20 0,02% (PBS-T0,02).

3.7.3 Diluicéo dos Soros e Reagdo Imunoenzimatica

Cada poco foi entao bloqueado com 150 puLL de uma solugdo de bloqueio (PBS-T0,02+
leite 5%+ BSA 1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram
incubadas por 2 horas com 100 pL dos soros (diluidos em PBS-T 0,2%+ leite 5%+ BSA
0,25%) em diluicbes seriadas (fator de diluicdo 3). O contetdo dos pocos foi desprezado e as
placas foram lavadas por 3 vezes com PBS-T0,02. O anticorpo secundario contendo anti-1gG
de camundongo ligada a peroxidase (Jackson Laboratories) diluido em PBS-T 0,02%+ leite
5%+ BSA 0,25% na proporc¢do de 1:10.000 foi adicionado e incubado por mais 2 horas a
temperatura ambiente (50 uL/poco). Apds mais trés lavagens com PBS-T 0,02%, cada pogo
recebeu 100 pL do substrato preparado da seguinte maneira: 10 mg de OPD (Sigma)
dissolvidos em 10 mL de uma solucdo contendo fosfato de sddio 0,2 M e &cido citrico 0,1 M
(pH 4,7) acrescido de 10 uL de H,0, 30%. Depois de 15 minutos, a reacdo foi interrompida
com 50 uL. de uma soluc¢do de H,SO4 4 N. As placas foram lidas em leitor BioTek ELx800
(Biotek) em comprimento de onda de 490 nM. Os titulos foram calculados como o logaritmo

(log10) considerando-se a diluicdo em que a DOyg estivesse maior que 0,1.

3.8 Ensaio de ELISA para detecgdo das subclasses de imunoglobulinas G

A Unica modificacdo feita, em relacdo a quantificacdo de IgG total, foi a utilizacdo de
anticorpos anti-lgG1, 1gG2b, 1gG2c ou 1gG3 conjugados com peroxidase (Southern Biotech)
diluidos 1: 2.000, como anticorpos secundarios.

3.9 Ensaio de ELISPOT

Para o ensaio de ELISPOT, utilizou-se o kit “Ready-SET-Go!” (eBioscience) para
deteccdo de IFN-y e placas de nitrocelulose com 96 pogos (MAIPS 4510, Millipore). As
placas foram cobertas com 100 puL/ poco de tampao estéril contendo o anticorpo monoclonal

anti-IFN-y de captura diluido 250x. Apds incubac¢do em periodo noturno a 4 °C, a solugdo
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contendo o anticorpo monoclonal de captura foi removida em ambiente estéril e as placas
foram entdo lavadas 3 vezes com tampao estéril. As placas foram bloqueadas pela incubagéo
dos pocos com 200 pL. de meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino por, pelo menos, 2
horas a 37 °C. As células respondedoras foram obtidas dos bacos de 2-3 camundongos
imunizados com os diferentes anticorpos hibridos ou controles. As hemacias foram lisadas na
presenca do tampdo ACK (EDTA 0,1 mM, NH,4CI 0,15 mM, KHCO3 1 mM).

As células foram entdo lavadas 3 vezes com meio RPMI, ressuspendidas em meio
RPMI completo [R10, meio RPMI suplementado com L-glutamina 2 mM (Sigma), solucédo de
aminoécidos ndo essenciais (1%vol/vol) (Gibco), piruvato de sédio 1 mM, 2-ME 5x10°M
(Sigma), 10% v/v de soro fetal bovino (Gibco) e os antibidticos Gentamicina (40 ug/ml) e
Peflacin (20 ug/ml)] contendo 30 U/mL de IL-2 humana recombinante e diluidas para uma
concentracdo de 1 a 1,5 x 10° células/mL. Cada suspensdo contendo 100 pL de células
respondedoras foi pipetada individualmente em cada poco, seguida de mais 100 uL do
antigeno diluido na concentracdo desejada. As placas foram incubadas em condicdes estaticas
por 18-20 horas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,. Depois da incubacéo, as células
foram desprezadas. Para remover quaisquer células residuais, as placas foram lavadas por 3
vezes com PBS-Tween20 0,05% (PBS-T0,05). Cada pogo recebeu entdo 100 uL. do anticorpo
monoclonal anti-camundongo biotinilado diluido 250x em tampao “assay buffer 1x” contido
no kit. As placas foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente.

Os anticorpos nao ligados foram removidos pela lavagem das placas por 3 vezes com
PBS-T0,05. Adicionou-se entdo estreptavidina-peroxidase diluida 250x em “assay buffer 1x”
em volume final de 100 pL/ pogo. As placas foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente e entdo lavadas 3 vezes com PBS-T0,05 e mais 2 vezes com PBS. As placas foram
reveladas adicionando-se 100 puL/ pogo do substrato cromogénico contido no kit AEC (Becton
Dickinson) seguindo por mais 45 minutos de incubagdo a 37 °C. A reagéo foi interrompida
descartando-se a solucdo substrato e lavando-se as placas com agua corrente. As placas foram
entdo secas a temperatura ambiente e os pontos coloridos foram contados em contador
automatizado (AID GmbH).

3.10 Marcacéo intracelular de células produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-a
Apo0s o isolamento, as células respondedoras foram plaqueadas em uma concentracao

de 1x10° células/pogo e incubadas com 1pg/mL do antigeno, em meio R10 contendo 2 pg/mL

do anticorpo agonista aCD28. Alguns pogos foram incubados com 1 pg/mL de aCD3 como
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controle positivo. Apés uma hora de incubacdo, cada pogo recebeu 0,5 pL de Golgi Plug
(Brefeldina A, BD Pharmingen) e as placas foram incubadas por mais 12-16 horas. Apds este
periodo, as placas foram centrifugadas por 5 minutos a 1000 xg e os sobrenadantes foram
descartados por inversdo. Acrescentou-se 150 pL de tampédo de FACS (PBS+2% de soro fetal
bovino) e as triplicatas foram combinadas em um Unico pogo. Seguiu-se incubagcdo com 0s
seguintes anticorpos para marcagédo extracelular: anti-CD4-PerCP-Cy5.5 e anti-CD8-PE-Cy7
por 45 minutos em tampdo FACS no gelo. Apds esse periodo, as células foram lavadas 3
vezes com tampdo FACS e ressuspendidas em 200 pL de PharmingenStain buffer (BD
Pharmingen) seguida por mais uma centrifugacdo, posteriormente adicionando-se 100
pL/pogo de Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen). As células foram ressuspendidas e
incubadas por 15 minutos no gelo. Apos esse periodo, as placas foram centrifugadas e lavadas
por 3 vezes com tampédo Permwash (BD Pharmingen). As células foram entdo incubadas com
0S seguintes anticorpos para marcacao intracelular: anti-CD3-APC-Cy7, anti-IL2-FITC, anti-
TNFa-PE e anti-IFNy-APC por 45 minutos no gelo. Apds mais 3 lavagens com tampéo
Permwash, as células foram ressuspendidas em tampdo de FACS e lidas no citometro FACS

Canto (BD). Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos da BD Pharmingen.
3.11 Estratégias para andlise de citometria de fluxo

A fim de caracterizar o tipo de resposta celular induzida por cada adjuvante,
empregamos 0 método de citometria de fluxo. Para caracterizar quais populacfes produziam
as citocinas pré-inflamatérias como IL-2, IFN-y e TNFa empregamos o método de marcagio
intracelular, como descrito no item anterior. A figura 6 mostra a estratégia de formacdo de

gates onde analisamos, usando o software FlowJo®, separadamente cada populagio marcada.
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Figura 6 - Estratégia de Anélise. Em A, o grafico mostra a relacdo de granulosidade e
tamanho de cada célula. Séo selecionadas as de tamanho e granulosidade mais comuns em
células vivas. Em B ¢é feita uma correlacdo entre a area e tamanho das células, dessa forma
podemos eliminar duas ou mais células que foram detectadas pelo aparelho ao mesmo tempo.
Ja C mostra a identificacdo de células marcadas com anti-CD3, marcador de linfécitos. Em D
identificamos as células CD3" CD4" que sdo marcadores presentes em linfocitos T auxiliares.

Para caracterizar e inferir a porcentagem de linfécitos T auxiliares que produzem uma

ou mais citocinas pro-inflamatorias, selecionamos apenas as células CD3"CD4" e observamos

a presenca de celulas produtoras de citocinas. Este parametro tem como controle células que

ndo receberam estimulo in vitro com 1pg/mL da proteina MSP1;9 PADRE. A figura 7

mostra como foram analisados os dados no software FlowJo®.
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Figura 7 - Comparacgdo de amostras de células estimuladas ou ndo estimuladas in vitro
com a proteina recombinante. As populagdes de células caracterizadas como CD3"CD4"
sdo mostradas no grafico acima. Na primeira coluna, células ndo estimuladas, ao lado, células
estimuladas in vitro com 1 pg/mL de MSP1;5 PADRE. Em A é comparada a producéo de
IFN-y, em B a produ¢do de TNFa e em C a producéo de IL-2.
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3.12 A analise da resposta imune celular atraves de proliferacdo medida pela diluicdo do
corante CFSE

Os bagos dos camundongos foram coletados e processados como descrito
anteriormente. Apo6s a lise das heméacias e contagem das células, retirou-se o volume
correspondente 50x10° células e as mesmas foram colocadas em um volume final de 1 mL.
Apos centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em PBS previamente aquecido a 37 °C
contendo o corante CFDA na concentragédo de final de 1,25 uM (Vybrant CFDA SE — Cell
Tracer Kit, Molecular Probes). As células foram entdo incubadas a 37 °C por 10 minutos em
banho-maria e agitadas a cada 2 minutos para se obter uma marcacdo homogénea. Apds esse
periodo, as células foram centrifugadas a 1000 xg por 5 minutos e lavadas por 3 vezes com 0
dobro do volume usado na marcacéo. Finalmente, as células foram ressuspendidas em 1 mL
de R10 e contadas novamente.

Cada poco recebeu 3x10° células. As placas foram entdo incubadas a 37 °C, 5% de
CO, por 5 dias. Apos este periodo, as placas foram centrifugadas, lavadas em tampédo FACS e
as triplicatas foram combinadas em um Unico po¢o. A marcacdo fenotipica foi feita com os
seguintes anticorpos: anti-CD4-PerCP-Cy5.5, anti-CD8-PE-Cy7 e anti-CD3-APC-Cy7 por 45
minutos em tampao FACS e no gelo. As placas foram lavadas por 3 vezes com tampédo FACS

e as amostras lidas no citbmetro FACS Canto.

3.13 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o teste ANOVA de uma via seguido do pos

teste de Tukey. Foram considerados significativos os valores de p< 0,05.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 O CpG ODN tipo B como adjuvante no direcionamento de antigenos para DCs

O CpG ODN tipo B (TCCATGACGTTCCTGACGTT) é um DNA bacteriano
sintético ndo metilado reconhecido por TLR9, que se localiza nas membranas de endossomos.
Além de ja ser usado em alguns testes clinicos, € amplamente estudado como adjuvante e
apresenta eficacia na geracéo de respostas de células T CD4" (HARDING et al., 1997).

Animais C57BL/6 selvagens (WT) ou C57BL/6 TLR9 KO foram imunizados com 5
pg das construcdes quiméricas acrescidas de 25 pg de CpG ODN.
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Figura 8 - A producdo de anticorpos contra a MSP1l;s depende parcialmente da
sinalizacdo via TLR9 quando o antigeno é direcionado para as populacGes de DCs
DEC205" ou DCIR2". Grupos de camundongos WT ou TLR9 KO foram imunizados com 5
ug dos anticorpos aDEC-MSP1,9 PADRE, 33D1-MSP1,9 PADRE ou Iso-MSP1,4 PADRE
na presenca de 25 pg de CpG ODN 1826. Trinta dias apds a administracdo da primeira dose,
0s animais receberam um refor¢o nas mesmas condi¢des. A quantidade de imunoglobulinas G
(IgG) totais anti-MSP1,4 foi analisada por ELISA 5 dias antes (simbolos sem preenchimento)
e 14 dias apds (simbolos preenchidos) a administracdo da dose de reforgo. O gréfico mostra o
titulo de anticorpos dos diferentes grupos normalizados em escala logip € 0s animais estéo
representados individualmente. As barras horizontais representam a média de cada grupo. *
p< 0,05.
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Na figura 8 podemos observar um aumento significativo do titulo (p<0,05) de 1gG
total anti-MSP1;9 entre o pré e pds reforco nos grupos imunizados com aDEC-
MSP1;5 PADRE e 33D1-MSP1;9 PADRE tanto nos camundongos WT quanto nos KO.
Destacamos a superioridade dos titulos de anticorpos presentes em animais WT (p<0,05).
Outro aspecto importante é que o direcionamento para as duas subpopulagcdes de DCs foi
capaz de induzir titulos significativamente mais altos de anticorpos anti-MSP1;9 do que no
grupo onde o antigeno ndo foi direcionado (Iso-MSP1iq). Isto foi observado tanto para
camundongos WT quanto KO.

Investigamos a seguir as subclasses de 1gGs produzidas pelos animais imunizados

(figura 9).
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Figura 9 - A imunizacdo com os anticorpos hibridos induz imunoglobulinas G de
diferentes subclasses quando na presenca de CpG ODN 1826. Grupos de camundongos
foram imunizados como descrito na figura 8. As subclasses de 1gGs foram determinadas 15
dias ap6s a administracdo do reforco utilizando-se anticorpos especificos para cada subclasse.
O gréafico mostra o titulo de anticorpos dos diferentes grupos normalizado em escala log10.
Barras brancas mostram o titulo de 1gG1, hachuradas 1gG2c, pontilhadas 1gG2b e pretas 1gG3.
As médias + desvios padrdo estdo representadas para cada subclasse e cada grupo. Os
nameros dentro das caixas indicam a proporc¢do 1gG1/1gG2c.

O balango de subclasses € um parametro que auxilia inferir qual é o tipo de perfil de
resposta dos linfocitos T auxiliares. Titulos superiores de 1gG1 sdo indicadores de respostas
imunolodgicas com perfil Th2. J& o predominio de IgG2c indica resposta de perfil Thi.

Portanto, quanto maior a razdo 1gG1/IgG2c, maior sera o indicio que a resposta € Th2, no

contrario, a resposta tende a Th1.
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A figura 9 mostra que a razdo 1gG1/1gG2c é superior nos animais deficientes em
TLR9. Animais C57BL/6 WT imunizados com aDEC-MSP1;9 PADRE mais o CpG ODN
1826 apresentaram uma razdo de 0,7, enquanto os TLR9 KO 2,64. Semelhantemente, animais
C57BL/6 WT imunizados com 33D1-MSP1,;93 PADRE apresentam razdo 4,35, enquanto o
grupo correspondente de animais TLR9 KO apresentam razéo de 25,20. Isso nos leva a
conclusédo de que a sinalizacdo via TLR9 pode induzir um perfil de resposta mais Thl.
Supreendentemente, os animais C56BL/6 imunizados com a construcdo quimérica Iso-
MSP1;5 PADRE mais CpG ODN 1826 apresentaram apenas titulos de 1gG2c, os animais
TLR9 KO ndo apresentaram titulos detectaveis.

Um trabalho desenvolvido por Bargieri e colaborados descreveu a imunizagdo com
MSP1;5 PADRE usando o adjuvante CpG ODN 1826. Neste estudo, a vacina foi elaborada
com a combinacdo de FliC e CpG ODN 1826 e administrada por via parenteral (BARGIERI
et al., 2008). Apesar dessas diferencas, fica evidente o papel desse agonista de TLR9 em
aumentar a proporgéo de 1gG2c, corroborando assim com nossos dados aqui apresentados.

O desenvolvimento de uma resposta Thl foi demonstrado na literatura com outros
modelos, como HEL (GOODMAN et al., 1997) e antigenos de superficie do virus da hepatite
B (KRIEG et al., 1998).

Decidimos também fazer a analise da resposta imune celular. Recentemente foi
demostrado para os modelos de Leishmania major e Micobacterium bovis (HUANG et al.,
2007; WAGNER et al., 2008) que uma resposta protetora contra estes patdgenos correlaciona-
se com a inducéo de células polifuncionais produtoras simultaneas de IFN-y, TNFa e IL-2.
Por este motivo elegemos essas trés citocinas para nossas analises. Realizamos entdo a analise
da ativagdo de células CD3"CD4" positivas, que correspondem aos linfdcitos T auxiliadores.
Conforme descrito em material e métodos, esplendcitos provenientes de animais imunizados
foram reestimulados in vitro com 1 pg/mL da proteina MSP1;,9 PADRE. Em seguida,
empregando 0 método de marcacdo intracelular, inferimos a porcentagem de linfocitos T

produtores de citocinas pré-inflamatdrias (figura 10).
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Os dados nos permitem inferir que o emprego do aDEC como carreador do antigeno
MSP1,;9 PADRE na presenca de CpG ODN promove uma resposta celular superior aquela
induzida pelo direcionamento deste antigeno para a populagio de DCs 33D1". Destacamos na
figura 10C uma maior porcentagem de linfocitos T CD4" produtores somente de TNFa, ou
de IFN-y ¢ TNFa, ou ainda uma populagdo produtora das trés citocinas simultaneamente.
Além dessas constataces, observamos o papel importante do receptor TLR9 nesse modelo.
Os grupos TLR9 KO imunizados com aDEC-MSP1;5 PADRE apresentaram uma resposta
significativamente inferior aquela induzida nos animais WT (barras pretas com barras pretas
hachuradas). J4 nos animais WT imunizados com o anticorpo 33D1-MSP1;9 PADRE, esta
resposta foi, em geral, inferior & induzida com aDEC-MSP1;9_ PADRE. Interessantemente,
ndo observamos uma diferenca significativa nos animais imunizados com 33D1-
MSP1;9 PADRE ou Iso-MSP1;9 PADRE na auséncia ou presenca do receptor TLR9. Uma
vez caracterizada a resposta humoral e a producio de citocinas por células T CD4", avaliamos
também a capacidade proliferativa dessas células, de acordo com a metodologia anteriormente

descrita (figura 11).
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Figura 11 - A sinalizacdo via TLR9 favorece a proliferacdo de linfocitos T CD4" quando
0 antigeno ¢ direcionado via aDEC205. Grupos de camundongos foram imunizados como
descrito na figura 8. A resposta imune celular foi avaliada por proliferacdo através da diluigdo
do corante CFSE 20 dias ap6s a administragdo da dose de reforco. Os esplendcitos foram
incubados com 1ug/mL da proteina recombinante MSP19 PADRE. O grafico mostra a
porcentagem de células CD3"CD4" que perderam CFSE (CFSElow) (* p< 0,05).
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A figura 11 mostra que, assim como nos resultados anteriores, o direcionamento para
a subpopulagio de DCs DEC205"CDS8a" foi mais eficaz também para a indugéo de células
capazes de proliferar quando reestimuladas com o antigeno MSP1;9 PADRE. Outros
trabalhos também mostram a influéncia do CpG ODN em estimular uma reposta proliferativa.
Um modelo vacinal desenvolvido por Good e colaboradores, baseado em baixas
concentragdes de P. chabaudi mortos, teve um aumento significativo da proliferacdo de
células T CD3"CD4" quando o CpG ODN foi acrescido a formulagio (GOOD et al., 2010).

4.2 Flagelina FliC de Salmonella typhimurium como adjuvante no direcionamento de
antigenos para DCs

A flagelina é uma proteina presente na estrutura dos flagelos de bactérias como a
Salmonella typhimurium. Essa proteina, por ser reconhecida por TLR5 e NLCR4, é um
potente estimulador da resposta imune. Diversas estratégias foram usadas utilizando-a como
adjuvante ou fusionando-a a antigenos recombinantes de interesse (HUANG et al., 2007).

Animais C57BL/6 WT ou C57BL/6 TLR5 KO foram imunizados com 5 pg das

construcdes quimericas acrescidas de 5 pg de flagelina
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Figura 12 - A administracdo de 33D1-MSP1;9_ PADRE na presenca de flagelina induziu
resposta humoral diferente da resposta induzida pelo aDEC-MSP1;5 PADRE no pré-
reforco em animais WT. Grupos de camundongos WT ou TLR5 KO foram imunizados com
5ug dos anticorpos aDEC-MSP1;9 PADRE, 33D1-MSP1;5 PADRE ou Iso-MSP1;9 PADRE
na presenca de 5 pg de flagelina. Trinta dias depois ap6s da administragcdo da primeira dose,
0s animais receberam um reforco nas mesmas condi¢Ges. A quantidade de anticorpos anti-
MSP1,, foi analisada por ELISA 5 dias antes (simbolos sem preenchimento) e 14 dias apds
dias (simbolos preenchidos) a administracdo da dose de reforco. O grafico mostra o titulo de
anticorpos dos diferentes grupos normalizados em escala log;o e 0s animais estdo
representados individualmente. As barras horizontais representam a média de cada grupo +
desvio padrdo. * p< 0,05.

A figura 12 mostra uma clara evidéncia de que o uso do 33D1-MSP1;9 PADRE em
presenca de FliC deflagra uma resposta humoral mais alta com apenas uma dose nos animais
WT. O titulo de anticorpos alcangado apo6s 25 dias foi superior ao induzido por aDEC-
MSP1;9 PADRE e 1s0-MSP1;9 PADRE. Esse efeito foi dependente da sinalizacdo pelo
TLRS5, pois na auséncia do mesmo, a resposta foi significativamente mais baixa. E também
possivel observar que o direcionamento de antigenos aumenta a producdo de anticorpos
especificos, quando comparado aos titulos obtidos com a imunizagdo usando o isotipo
controle. Para obter mais informacdes a respeito da resposta humoral, foram dosados os

anticorpos especificos de cada subclasse, apresentados na figura 13.
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Figura 13 - A imunizacdo com os anticorpos hibridos na presenca de flagelina ndo induz
a producdo de 1gG3 e leva a uma resposta mais direcionada para um padrdo Th2. A
titulacdo das subclasses de 1gGs foi realizada 15 dias apds a administracdo da dose de reforgo.
A razdo 1gG1/1gG2c foi obtida a partir da divisdo dos titulos desses anticorpos. As barras
indicam o titulo de anticorpos inferidos em cada um dos grupos. Barras brancas mostram o
titulo de IgG1, hachuradas 1gG2c, pontilhadas 1gG2b. A amostra ndo apresentou titulos de
IgG3 detectaveis.

O emprego da flagelina parece privilegiar a resposta Th2. Observamos que, com
excecdo dos camundongo TLR5 KO imunizados com Iso-MSP1,;9 PADRE, todos 0s outros
grupos apresentaram titulos superiores de 1gG1. Quando comparamos animais C57BL/6 WT
com os animais TLR5 KO no direcionamento para o receptor DEC205, observamos maior
razao no grupo selvagem (17,2) que no grupo deficiente (1,7). Assim, podemos afirmar que o
direcionamento para esse receptor, concomitante com a administracdo do agonista de TLR5,
induziu uma reposta Th2. Observamos o oposto, quando o direcionamento é via 33D1 para o
receptor endocitico DCIR2. A ativacdo do TLR5 parece diminuir a razdo 1gG1/IgG2c, nos
animais C57BL/6 WT (56,5) quando comparado ao grupo TLR5 deficiente (70,2). E
importante ressaltar que a subpopulacio de DCs DCIR2" é sensivel & agonistas de TLR5,
enquanto a subpopulagdo DEC205" ndo é. Isso pode explicar o motivo dos efeitos diferentes
em cada direcionamento. Quando comparamos o direcionamento de antigenos com o isotipo
controle, observamos que parece favorecer a resposta Thl quando comparado ao
direcionamento. Ainda, a auséncia de sinalizacdo pelo TLR5 parece diminuir ainda mais a
razéo 1gG1/1gG2c.

BARGIERI e colaboradores obtiveram resultados semelhantes quando direcionaram o

mesmo antigeno e utilizando como adjuvante a flagelina. Houve grande predominio da
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producdo de IgG1 especifica. Esses dados corroboram os aqui apresentados. O diferencial de
nossos estudos é que a imunizagdo que emprega a construcdo isotipica parece reverter essa
influéncia, diminuindo a proporcdo 1gG1/IgG2c. Essa diferenca € ainda mais acentuada nos
animais TLR5 KO.

A figura 14 mostra que o direcionamento da proteina MSP1,9 PADRE através do
receptor DEC205 levou a indugdo de maior porcentagem de células produtoras das trés

citocinas analisadas.
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Como vemos na figura 14A e 14B, o direcionamento do antigeno para o receptor
DEC205, tanto nos animais WT quanto nos TLR5 KO, foi superior em induzir a producéo de
citocinas pré-inflamatorias quando comparado aos demais grupos. A figura 14C mostra que o
direcionamento para o receptor DEC205 induziu uma maior porcentagem de células
produtoras simultaneamente das citocinas pré-inflamatorias analisadas.

E notavel a superioridade da subpopulacdo de DCs DEC205'CDS8a’ em ativar a
resposta de células T CD4". Observamos também que a resposta celular ndo depende
exclusivamente da sinalizacdo via TLR5. Isso é explicavel, uma vez que a flagelina ativa o
complexo inflamossomo também por NLCR4 (AKIRA et al., 2009). Podemos concluir que o
emprego do aDEC-MSP1,;9 PADRE na presenca de flagelina é superior na inducdo da
producdo das trés citocinas, e foi mais eficiente em induzir o desenvolvimento de células
multifuncionais. Uma vez que observamos a resposta humoral e de producdo de citocinas,

avaliamos também a capacidade proliferativa dos linfocitos T CD4".
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Figura 15 - O emprego da flagelina favorece a proliferacdo de linfocitos T CD4" no
direcionamento de antigenos via 33D1. Grupos de camundongos WT ou TLR5 KO foram
imunizados como descrito na figura 12. A resposta imune celular foi avaliada por proliferacéo
com diluicdo de CFSE 20 dias ap6s a administracdo da dose de reforco. Os esplendcitos
foram incubados com 1pg/mL da proteina recombinante MSP1,9 PADRE. O grafico mostra a
porcentagem de células CD3"CD4" que perderam CFSE (CFSElow). * p< 0,05.
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Consoante com a resposta humoral, mas ndo com a avaliagdo da producdo de citocinas,
o direcionamento para DCIR2 via o anticorpo 33D1 foi mais eficiente para induzir linfécitos
T CD4" capazes de proliferar frente a0 um reestimulo com a proteina MSP1;9 PADRE
(figura 15). E esta resposta parece ser parcialmente dependente da sinalizacdo via TLR5.
Uma hipétese a ser considerada ¢ que a subpopulagdo de DCs DCIR2'CDSa fica mais
sensivel a flagelina, uma vez que esta apresenta em sua superficie um maior nimero de
receptores de TLR5.

Diversos trabalhos descreveram o papel adjuvante da flagelina em diferentes modelos.
Bargieri colaboradores empregaram o mesmo antigeno e adjuvante aqui descritos, porém, sem
do direcionamento. Neste estudo foi observado um discreto aumento da produgéo de IFN-y
guando na presenca de flagelina. O principal resultado é administracdo concomitante de dois
adjuvantes: CpG ODN e flagelina. Nosso modelo aqui descrito mostra a influéncia do
direcionamento na melhora da ativacdo da resposta celular. Além de uma relevante
porcentagem de células T CD3'CD4" produtoras de IFN-y, obtivemos também células
produtoras de IL-2 e TNFo.

4.3 Poly I:C como adjuvante no direcionamento de antigenos para DCs

O poly I:C é um RNA dupla fita sintético e reconhecido por TLR3. Alguns trabalhos
mostram sua capacidade de induzir uma resposta de linfocitos T multifuncionais (HUANG et
al., 2008). Animais C57BL/6 WT ou C57BL/6 TLR3 KO foram imunizados com 5 pg dos
anticorpos «DEC-MSP1;9_ PADRE ou I1so-MSP1;5 PADRE acrescidas de 50 pug de poly I:C.
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Figura 16 - Producéo de 1gG total contra MSP1;, induzida por poly 1:C foi semelhante
em todos os grupos. Grupos de camundongos WT ou TLR3 KO foram imunizados com 5ug
dos anticorpos anti-DEC MSP1;9 PADRE, 33D1 MSP1,;3 PADRE ou Iso MSP1,9 PADRE
na presenca de 50 pg de poly I:C. Trinta dias depois ap6s da administracdo da primeira dose,
0s animais receberam um reforgo nas mesmas condigdes. A quantidade de anticorpos anti-
MSP144 foi analisada por ELISA 5 dias antes (simbolos sem preenchimento) e 14 dias apés
dias (simbolos preenchidos) a administracéo da dose de reforgo. O grafico mostra o titulo de
anticorpos dos diferentes grupos normalizados em escala log;p e 0s animais estdo
representados individualmente. As barras horizontais representam a média de cada grupo. ns
= ndo significativo.

A figura 16 mostra a resposta imune humoral anti-MSP1;9 induzida nos grupos
imunizados com aDEC-MSP1l;9 PADRE ou Iso-MSP1;9 PADRE. N&o encontramos
diferencas significativas com o uso desse agonista de TLR3, tanto na presenca quanto na
auséncia do direcionamento, como também na comparacdo de grupos WT com os TLR3 KO.
Esses dados apontam para um importante papel do receptor MDAS na ativagdo da resposta
humoral.

Em estudos realizados por Boscardin e colaboradores foram detectados altos titulos de
anticorpos anti-CS no soro dos animais imunizados ap6s a administracdo de uma dose de
reforco empregando o direcionamento de antigenos acrescido de aCD40+poly I:C
(BOSCARDIN et al., 2006). Semelhantemente, obtivemos altos titulos de anticorpos
especificos contra MSP1;9, porém o direcionamento ndo pareceu tdo relevante, ja que
direcionamento para DEC205 ou o uso do isotipo controle ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes. Uma explicacdo para esse fendmeno pode ser a alta

imunogenicidade do epitopo PADRE.
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Na figura 17A observa-se a superioridade na producédo geral de qualquer uma das
citocinas nos animais WT imunizados com aDEC-MSP1;5 PADRE em comparagédo com 0s
animais KO. A resposta induzida nos animais imunizados com o isotipo controle foi bastante
baixa tanto nos WT quanto nos KO. No entanto, quando comparamos a producao individual
de cada citocina (figura 17B), notamos que somente a produgdo de TNFa ¢é superior nos
animais WT imunizados com aDEC-MSP1,;9 PADRE. As outras duas citocinas (IL-2 e IFN-
y) possuem diferencas nao significativas. Porém, quando fomos comparar a producao
concomitante de mais de uma citocina, percebemos que o direcionamento do antigeno para a
subpopulagio de DCs DEC205'CDS8a” induz mais células polifuncionais do que a auséncia
do direcionamento. E importante ter em mente, no entanto, que a auséncia do TLR3 diminui a
ativacdo das células T mas ndo a abole completamente. Este dado € interessante porque
mostra o papel da sinalizacao via receptor MDADb.

Nossos resultados s&o consoantes aos descritos pela literatura. Trumpfheller e
colaboradores administraram duas doses do anticorpo anti-DEC-GAG na presenga somente de
poly (I:C). Os resultados mostraram a inducdo uma resposta de linfocitos T CD4"
polifuncional (com produgdo simultdnea de IL-2, IFN-y e TNFa) bastante duradoura e
também protetora (TRUMPFHELLER et al., 2008). Isso refor¢a a relevancia do estudo desse

modelo como um potencial candidato pra formulagGes de vacina contra maléria.



53

40-
z .
%l
O 30
O
o
<
o
(@]
=~ 20
(92
(o)
O
()]
©
=]
S 10d
()
©
<

O.

WIT KO
DEC MSP1;q Iso MSP154 Poly I:C

Figura 18 - O emprego de poly 1:C favorece a proliferacdo de linfocitos T CD4" no
direcionamento de antigenos via aDEC205. Grupos de camundongos W/T ou TLR3 KO
foram imunizados como descrito na figura 16. A resposta imune celular foi avaliada por
proliferacdo com diluicdo de CFSE 20 dias ap6s a administracdo da dose de reforco. Os
esplendcitos foram incubados com 1ug/mL da proteina recombinante MSP1,9 PADRE. O
grafico mostra a porcentagem de células CD3"CD4" que perderam CFSE (CFSElow). * p<
0,05.

Quando avaliamos a proliferagio das células T CD4" (figura 18), percebemos que o
direcionamento é superior ao nao direcionamento e que neste caso parece haver uma maior
influéncia da sinalizacdo via TLR3.

Consoante com outros trabalhos na literatura, que estudaram outros antigenos como
OVA, CSP ou gag-p24, o emprego deste adjuvante privilegiou a ativacdo da resposta
imunolodgica quando o direcionamento € feito para o receptor endocitico DEC205 (TAN et al.,
2013). Uma vez que observamos a superioridade de proliferacdo celular em outros grupos do

mesmo experimento.
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5 CONCLUSOES

Podemos concluir que o direcionamento do antigeno MSP1;9 PADRE por meio do
anticorpo aDEC é o mais eficiente em desenvolver respostas multifuncionais, uma vez que a
producéo de citocinas por linfocitos T CD4" é consistentemente superior em todos os modelos
aqui descritos. Observamos também algumas evidéncias que apontam a importancia da
expressdo diferenciada de TLRs nas duas subpopulacdes de DCs. Nos experimentos usando
flagelina, o direcionamento de antigenos para a subpopulacdo DCIR2"CDS8a’, que expressa 0
TLR5, foi mais eficaz em produzir uma resposta humoral e proliferacdo celular, porém, a
producdo de citocinas é melhor desenvolvida quando o direcionamento de antigenos é feito
para o DEC205.

Por meio do uso de animais KO, obtivemos evidéncias da possivel acdo de outros
receptores dos inflamossomos no nosso modelo de direcionamento de antigenos, uma vez que
a resposta humoral dos animais TLRs KO imunizados com a flagelina ou poly I:C apresentou

titulos de 1gG total muito semelhantes aos animais WT.
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